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略語 
ANP Antipyrine  
AMP Aminopyrine 
BA Benzoic acid 
CAF Caffeine 
CLSM Confocal Laser Scanning Microscope 
CPC Cetylpyridinium Chloride 
DER Dermis 
DW Distilled Water 
ECVAM European Center for the Validation of Alternative Methods 
ELISA Enzyme-Linked Immunosorbent Assay 
DPBS Dulbecco’s Phosphate Buffer Saline 
FDA Food and Drug Administration 
FP Flurbiprofen 
HE Hematoxylin-Eosin 
HPLC High Performance Liquid Chromatography  






ISDN Isosorbide dinitrate 
ISMN Isosorbide-5-mononitrate 
JaCVAM  Japanese Center for the Validation of Alternative Methods 
MIP-2 Mouse Macrophage Inflammatory Protein-2 
MTT 3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyltetrazolium bromide 
OECD Organisation for Economic Co-operation and Development 
PBS Phosphate Buffered Saline 
PD Pharmacodynamics 
PK Pharmacokinetics 
RT Room Temperature 
SC Stratum Corneum 
SLS Sodium Lauryl Sulfate 
TD Toxicodynamics 
TEM Transmission Electron Microscope 
TER Transepidermal Electric Resistance 
TK Toxicokinetics 
TNF-α Tumor Necrosis Factor-α 
VED Viable Epidermis 












Ko/w 化学物質の n-オクタノール／水分配係数 
k1 適用初期における生細胞率減少の一次速度定数 
k2 適用後期のにおける生細胞率減少の一次速度定数 
kss stripped skinにおける生細胞率減少の一次速度定数 
L 厚み 


















て、それぞれ ICCVAM（Interagency Coordinating Committee on the Validation of 
Alternative Methods）、ECVAM（European Center for the Validation of Alternative 
Methods）および JaCVAM（Japanese Center for the Validation of Alternative Methods）
が組織され、3極の国際協調体制をとりながら 3Rsの考えのもと動物実験代替法
の開発が推進されている。 
3Rs のうち Replacementについては、細胞を用いた in vitro試験法が開発さ
れている。医薬品の毒性試験ガイドラインでは、in vitro 毒性試験として遺伝毒
性試験における Ames 試験や染色体異常試験がすでに記載されている。また、
Balb/c 3T3 細胞を用いた光毒性試験は、OECD（Organisation for Economic 
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                 (http://www.toyobo.co.jp) 
 Figure 1 Structure of three dimensional cultured human skin model (LSE-high) 
and excised human cadaver skin 










 9 / 115 
 







毒性試験が用いられ、1) MTT 試験、2) ニュートラルレッドの取り込み、3) 乳
酸脱水素酵素の放出、の他 4) サイトカインの放出などが指標として利用され、
OECD ガイドライン（TG-439）4) においては、MTT 試験 5) が採用されている。
MTT 試験は、細胞毒性試験として汎用されており、細胞内ミトコンドリアのコ
ハ ク 酸 脱 水 素 酵 素 に よ っ て MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2, 
5-diphenyltetrazolium bromide) が還元されて生じるホルマザンを定量し、その割
合を生細胞率（または、死細胞率）とする方法である。 
2007 年に培養皮膚モデルとして EpiskinTM および EpiDermTM を用いた in 
vitro皮膚刺激性試験および腐食性試験が OECDガイドライン（TG-439）として





た in vitro皮膚刺激性試験に置き換わろうとしている。 


















Incubation time 18- 24 h 18-24 h < 2 h 15-30 h 
Medium volume 2 mL 0.9 mL 0.3 mL 0.5  mL 
B) Chemical application 











+ DW (5 μL) 
25 mg 
(39 mg/cm2) 
+ DPBS (25 μL) 
16 mg 
(32 mg/cm2) 
+ DW (10 μL) 
25 mg 
(83 mg/cm2) 
+ DW (25 μL) 
Use of nylon 
mesh Not used If necessary Applied Not used 
Total 
application time 15 min 60 min 42 min 15 min 
Application 
temperature RT 
a) at RT  
for 25 min 
b) at 37ºC  
for 35 min 
RT RT 
C) Post-incubation volume 
Medium volume 2 mL 0.9 mL x 2 2 mL 1 mL 





SD ≤ 18 SD ≤ 18 SD ≤ 18 SD ≤ 18 
RT: Room temperature 
DW: Distilled water 








































て培養皮膚モデルを用いた in vitro評価と動物を用いた in vivo評価を比較した。
なお本研究では、in vitro評価と in vivo評価を比較するため、in vivo評価におい
ても in vitro評価と同様に MTT試験により求めた生細胞率または死細胞率を皮
膚刺激性の指標として用いた。第 1章では、皮膚刺激性の PK/PD解析として死
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ており、OECD ガイドライン（TG-439）4) では、2007 年に培養皮膚モデルであ
る EpiskinTM および EpiDermTMが皮膚刺激性および腐食性試験に採用された。次
いで、2010年および 2013年には、SkinEthicTM RHEおよび LabCyte EPI-Model 24 
SITが同試験に採用された。 
本邦で購入できる培養皮膚モデルには、TG-439に採用されている EpiskinTM、
EpiDermTM および LabCyte EPI-Model に加えて、TESTSKINTM LSE-high（以下
LSE-high）、Vitrolife-skin、Neoderm-Eなどがある（Table 2）。 
Table 2 The available three dimensional cultured skin models in Japan 
 Cultured Skin Models Supplier (Manufacturer) 
TESTSKINTM LSE-high Toyobo Co., Ltd. 
EpiDermTM Epi606X *) Kurabo Industries Ltd. 
Neoderm-E Tego Science Inc. 
Vitrolife-skin Gunze Ltd. 
LabCyte EPI-model *) Japan Tissue Engineering Co., Ltd. 
EpiskinTM *) Skinethic Laboratories 













スラットの摘出皮膚において、脂溶性の化学物質の log P値が概ね 1:1の関係を




DKP 2−==  
皮膚透過パラメータである KL および DL-2は、化学物質の脂溶性や角層へ
の浸透能と密接に関係している。Watanabe らは、物理化学的特性が異なる 7 種
の化学物質の皮膚透過係数（P）の対数値（log P）は、培養皮膚モデルである
LSE-highとヒトの摘出皮膚の間で良い相関を示すことを報告している 15) 。ここ
で LSE-highとは、Bellらによって開発された Living Skin Equivalent（LSE）17) を
原型とし、培養条件の改変により角層のバリア機能を向上させたモデルで、バ
リア機能の指標の一つである水の透過速度は、LSEのおよそ 1/3に低減されてい
る 18)。さらに、Watanabeらの報告 15) では、LSE-highの log Pの値は、ヒト皮膚
のおよそ 10倍高い値を示した。透過パラメータのうち log KLが LSE-highとヒ
ト皮膚で同程度であったのに対し、log DL-2は LSE-highがヒト皮膚の 10倍高い




倍高い（速い）ために、LSE-high の透過係数（P）はヒト皮膚のおよそ 10 倍高
い値を示すことを明らかにしている。このように、化学物質の皮膚透過パラメ
































（Episkin） は、Skinethic Laboratories（St. Philippe、France）より購入した。 
いずれの培養皮膚モデルも、受領後 3日以内に使用した。 
 
















































Log Ko/w: 1.065  
  
 
3. In vitro皮膚透過実験サンプル測定の HPLC条件 
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Table 2  HPLC system and condition 
Pump LC-10AD Shimadzu co., Kyoto 
UV detector SPD-10AV Shimadzu co., Kyoto 
Auto injector SIL-10A Shimadzu co., Kyoto 
Column 
 
Wakopak Wakosil-2 5C18HG 
4.6 mm i.d.×250 mm 
Wako Pure Chemical Industries, Ltd., 
Osaka 
Column oven CTO-20A Shimadzu co., Kyoto 
Integrator SCL-10A Shimadzu co., Kyoto 
Flow rate 1.0 mL/min 
Column temperature 40ºC 





マンの順位相関係数（Spearman's rank correlation coefficient）を用いて有意水準 5%
で検定した。 
Table 3  HPLC conditions for determination of model compounds. 
Compounds Mobile phase Detection (nm) Internal standard 
AMP acetonitrile : 0.1% phosphoric acid containing 5 mM SDS = 10 : 90 245 nm 
butyl p-hydroxy 
benzoate 
ISDN acetonitrile : water = 55 : 45 245 nm butyl p-hydroxy benzoic acid 
BA acetonitrile : 50 mM potassium dihydrogen phosphate = 45 : 55 245 nm 
ethyl p-hydroxy 
benzoate 
FP acetonitrile : 0.1% phosphoric acid = 50 : 50 245 nm isopropyl p-hydroxy benzoate 
ANP acetonitrile : water = 30 : 70 254 nm －* 
ISMN acetonitrile : water = 10 : 90 220 nm －* 
CAF acetonitrile : water = 10 : 90 254 nm －* 
* Quantitation was calculated with absolute calibration method. 







ィックの拡散第 2 法則から導かれた式（1）で表わすことができる 20) 。皮膚透


































  (1) 
( )( )KLDL
L





間をそれぞれ表わす。また、Pは DL-2と KLの積とし、式（2）より算出した。 
 
2. 化学物質の n-オクタノール／水分配係数（Ko/w）とヒト皮膚における透過係 
数（P）の関係 
Watanabe ら 15) および Morimoto ら 16) が報告している化学物質の n-オクタ
ノール／水分配係数（Ko/w）とヒト皮膚透過係数（P）の関係を Figure 2に示す。 
Log Ko/wが正の値のとき、log Ko/wとヒト皮膚における P値（log P）は比例
関係にある。今回モデル化学物質として選択した ANP、ISMN および CAF の  
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log Ko/wは負の値を示すが、Figure 2中では比例関係の範囲内に位置すると考え




Figure 2  Relationship between log P values in excised human cadaver skin  
and log Ko/w values of chemical compounds 
 
○: Watanabe et al, AATEX, 8, 1-14 (2001) 15) 
a; Flurbiprofen, b; Benzoic acid, c; Isosorbide dinitrate, d; Aminopyrine,  
e; Caffeine, f; Isosorbide-5-mononitrate, g; Antipyrine 
 
●: Morimoto et al., J Pharm Pharmacol, 44, 634-639 (1992) 16) 
1; Ibuprofen, 2; Flurbiprofen, 3; Indomethacin, 4; Ketoprofen,  
5; Lignocaine, 6; Isosorbide dinitrate, 7; Cyclobarbitone, 8; Aminopyrine,  
9; 5-Fluorouracil, 10; Dicrofenac sodium, 11; Nicorandil, 12; Antipyrine,  
13; Morphine hydrochloride, 14; Isoprenaline hydrochloride,  
15; Dopamine hydrochlorid, 16; Levodopa 
 
3. 化学物質の n-オクタノール／水分配係数（Ko/w）とヒト皮膚における皮膚透 
過パラメータ（KLおよび DL-2）の関係 
Watanabe ら 15) が報告している 7 種の化学物質の n-オクタノール／水分配
係数（Ko/w）とヒト皮膚における皮膚透過パラメータ（KL および DL-2）の両対
数プロットを Figure 3示す。Log Ko/wが増加しても log DL-2はほぼ一定であった
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Figure 3  Relationships between log KL and log DL-2 values in excised human cadaver 
skin and log Ko/w values of chemical compounds 
Right: Relationships between log KL values and log Ko/w values of chemical compounds 
Left: Relationships between log DL-2 values and log Ko/w values of chemical compounds 
 
第3節 結果 
1. 各化学物質の log Pに関するヒト皮膚と各培養皮膚モデルの相関 
各化学物質の Ko/wに対する各培養皮膚モデルにおける透過係数（P）の両対
数プロットを Figure 4に示す。なお、ヒト皮膚の結果（Figure 3）も同時にプロ
ットした。 
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4a）が、LSE-highにおける log Pは、いずれの化学物質もヒト皮膚に比べておよ
そ 10倍高い値を示した。Epidermについても化学物質の log Ko/wの増加に応じて
log Pが増加した（Figure 4b）。FPを除いて log Pはヒト皮膚とほぼ同程度の値を
示した。Vitrolife-skinおよび Neoderm-Eでは、BAと FPの log Pがヒト皮膚に類
似したものの、その他の化学物質では log Ko/wに依存せず、log Pの値はほぼ一
定であった（Figures 4c、d）。LabCyte EPI-modelおよび Episkinにおいては、log 




Figure 4  Relationships between log P values in cultured skin models and 
log Ko/w values of chemical compounds 
a): LSE-high,  b): EpiDerm,  c): Vitrolife-skin, 
d): Neoderm-E,  e): LabCyte EPI-model and,  f): Episkin 
Symbols: ○; human skin, □; cultured skin model. 
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各培養皮膚モデルにおける各化学物質の log P（x軸）とヒト皮膚における




Figure 5  Relationships between log P values in excised human cadaver skin and  
log P values in cultured skin models 
a): LSE-high versus excised human cadaver skin, 
b): EpiDerm versus excised human cadaver skin, 
c): Vitrolife-skin versus excised human cadaver skin, 
d): Neoderm-E versus excised human cadaver skin, 
e): LabCyte EPI-model versus excised human cadaver skin, 
f): Episkin versus excised human cadaver skin. 
Each point represents the mean ± S.E. (n=4-6). 
 
Watanabeらの報告 15) において、ヒト皮膚における log Pと LSE-highにおけ
る log Pの関係は以下のように表される（Figure 5a）。 
228.1Log992.0Log −⋅= −highLSEhuman PP （r=0.9401、p<0.05） 
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202.0Log022.1Log −⋅= EpiDermhuman PP （r=0.9401、p<0.05） 
LSE-highとは異なり、EpiDermではヒト皮膚とほぼ同等の log P値を示した。
一方、Vitrolife-skin、Neoderm-E、LabCyte EPI-model および Episkin では、ヒト
皮膚との間に log Pに関する相関は認められなかった（Figures 5c-f）。 
871.7Log929.2Log −⋅= −skinVitrolifehuman PP （r=0.8035、p>0.05） 
32.2Log688.1Log +⋅= −ENeodermhuman PP （r=0.8162、p>0.05） 
759.0Log937.0Log −⋅= −modelLabCyteEPIhuman PP （r=0.3894、p>0.05） 
17.1Log768.0Log −⋅= episkinhuman PP （r=0.8162、p>0.05） 
 
2. 皮膚透過パラメータ（log KL および log DL-2）に関するヒト皮膚と各培養皮 
膚モデルの相関 
各化学物質のKo/wに対するKLの両対数プロットをFigure 6に示す。LSE-high
では、ANP の KL がヒト皮膚に比べ高値を示したのを除いて、ヒト皮膚とほぼ
同様の KL値を示した（Figure 6a）。EpiDermでは、ヒト皮膚と同様に Ko/wの増
加に応じて KLが増加した。しかしながら、いずれの化学物質の KLもヒト皮膚
に比べて低い値を示し、その差は脂溶性化学物質で顕著であった（Figure 6b）。
Neoderm-E、Vitrolife-skin、LabCyte EPI-model および Episkin では、ヒト皮膚と
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Figure 6  Relationships between log KL values in cultured skin models and  
log Ko/w values of chemical compounds 
a): LSE-high, b): EpiDerm, c): Vitrolife-skin,  
d): Neoderm-E, e): LabCyte EPI-model, f): Episkin.  
Symbols: ○; human skin, □; cultured skin model.  
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Figure 7  Relationships between log DL-2 values in cultured skin models and  
log Ko/w values of chemical compounds 
a): LSE-high, b): EpiDerm, c): Vitrolife-skin,  
d): Neoderm-E, e): LabCyte EPI-model, f): Episkin.  
Symbols: ○; human skin, □; cultured skin model.  
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加に従って log KLの値は増加した。各培養皮膚モデルの log KLをヒト皮膚にお












































ルの特性を把握するためには、さらに KL や DL-2といった皮膚透過パラメータ
の解析も重要である。 
今回評価した培養皮膚モデルのうち、LSE-highおよび Epidermの log Pは、
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gradeのものを Electron Microscopy Science Inc.（PA） より購入した。また、エ
オジンは TAAB Laboratories（UK）より、四酸化オスミウム（Crystal）は Heraeus 
Chemicals South Africa（South Africa）より、四酸化ルテニウム（Special reagent grade）
は和光純薬工業株式会社（大阪）より、ヘキサシアノ鉄酸カリウム（Cica-reagent）

























皮膚の内部構造を共焦点レーザー顕微鏡（CLSM； Vivascope 1500、Lucid Inc、
Rochester、NY、US）を用いて観察した。直径 2.8 cm、厚み 5.85 mmのリングを
皮膚観察部位に貼付し、対物レンズ（Lucid StableView 4.3 mm 水浸レンズ 
0.9NA）とリング内を精製水で浸し、830 nm のダイオードレーザー光を用いて
皮膚内部組織を非侵襲的に観察した。なお、観察視野は、500 μm × 500 μm、












Figure 8  Metabolizing by esterase of fluorescein-5-isothiocyanate diacetate 
 
皮膚試料を pH 7.4のリン酸緩衝液（PBS）でリンスした後、包埋剤（O.C.T. 
Compound、Tissue-Tek® 4583、Sakura Finetechnical Co Ltd、東京）に包埋し、ド
ライアイスで冷却したイソペンタン中に浸漬して凍結した。クリオスタット




















fluorescein-5-isothiocyanate diacetate fluorescein-5-isothiocyanate 
esterase 
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キシリンにより核が染色された細胞数は、ヒト皮膚よりも培養皮膚モデルの方
が少なく、LSE-high（Figure 9b）および Neoderm-E（Figure 9f）において顕著で





Figure 9  Histological observation of human and cultured human skin models 
a) Excised human skin, b) LSE-high, C) EpiDerm, d) LabCyte EPI,  
e) Vitrolife skin, f) Neoderm-E, g) Episkin 
Scale bar = 50 μm 
 
Figure 9に基づくヒト皮膚および各培養皮膚モデルの厚みを Table 4に示す。
ヒト皮膚の角層の厚みが 11.5 ± 0.6 µmであったのに対し、各培養皮膚モデルで
は 13.2 ± 4.6 µmから 89.0 ± 1.0 µmとヒト皮膚よりも培養皮膚モデルの方が角層
は厚かった。一方、生きた表皮の厚みはヒト皮膚（62.4 ± 3.5 µm）よりも三次元
培養皮膚モデル（23.3 ± 4.6 ~ 59.1 ± 0.6 µm）の方が薄かった。 
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11.5 ± 0.6 
(11.8 ± 3.3)#) 
62.4 ± 3.5 
(51.2 ± 12.2) #) 
412 ± 24 
 




29.9 ± 0.9 
 
29.2 ± 2.1 
 
80.8 ± 2.1 
 




27.0 ± 0.71 
(12 – 28)*) 
53.0 ± 1.2 
(28 – 43)*) 




89.0 ± 1.0 
 
59.1 ± 0.6 
 




13.2 ± 4.6 
 
23.3 ± 4.6 
 












69.3 ± 1.0 
(79 – 102)*) 
28.7 ± 0.9 
38 - 48*) 
― 99.2 ± 2.6 
 
#) Ponec et al., Int J Pharm, 203, 211-225 (2000) 
*) Sato et al., J Pharm Sci, 80, 104-107 (1991) 









メラ層が観察された。LabCyte EPI-model（Figure 10d）、Neoderm-E（Figure 10f）
および Episkin（Figure 10g）では、油層の凝集が観察され、細胞内スペースにも
ラメラ様の層が観察された。 
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 Figure 10  TEM observation of human and cultured human skin models 
a) Excised human skin, b) LSE-high, c) EpiDerm, d) LabCyte EPI,  
e) Vitrolife skin, f) Neoderm-E, g) Episkin 
Scale bar = 200 nm. 
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Epiderm（Figure 11c）、LabCyte EPI-model（Figure 11d）、Neoderm-E（Figure 11f）
および Episkin（Figure 11g）では、より浅部において核を伴う角質細胞が観察さ
れたが、LSE-high（Figure 11b）および Vitrolife skin（Figure 11e）では、明確に
角質細胞は観察されなかった。興味深いことに、LabCyte EPI-model（Figure 11d）
では小孔が観察され、それは表面から 50 µmまで認められた。同様の傾向は、
LabCyte EPI-modelの他のロットにおいても認められた（data not shown）。 
 
 
Figure 11  CLMS observation of human and cultured human skin models 
a) Excised human skin, b) LSE-high, c) EpiDerm, d) LabCyte EPI,  
e) Vitrolife skin, f) Neoderm-E, g) Episkin,  
h) Enlargement of vi) area, i) 500 × 500 μm skin images of LabCyte EPI model.  
Scale bar = 200 nm. i) hair, ii) hair follicle, iii) sulcus cutis, iv) crista cutis,  
v) sweat gland, vi) corneocyte, vii) corneocyte with nucleus, and viii) pore. 
 




が観察されたが、角層（SC; Stratum Corneum）および真皮（DER; Dermis）には
ほとんど観察されなかった。LSE-high、EpiDermおよび Episkinにおいても同様
の傾向が観察され、皮膚中のエステラーゼ活性は生きた表皮に局在することが




Figure 12  Fluorescein observation of human and cultured human skin models 15 min after  
application of fluorecin-5-isothiocyanate diacetate. 
a) Excised human skin, b) LSE-high, c) EpiDerm, d) LabCyte EPI,  
e) Vitrolife skin, f) Episkin 
Scale bar = 50 or 100 nm. 
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第 2編 三次元培養ヒト皮膚モデルを用いた皮膚刺 
激性評価 















また、CPCは高い UV吸収を持つことから HPLCによる測定が容易である。 
なお、本編では、培養皮膚モデルを用いた in vitro評価と動物を用いた in vivo
評価を比較し、死細胞率を指標にした皮膚刺激性の Emax modelによる解析（第 1
章）および生細胞率を指標にした皮膚刺激性の経時推移について速度論的な解
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析（第 2 章）を試みた。さらに、第 3 章では細胞毒性以外の評価法としてサイ
トカイン産生について確認した。培養皮膚におけるサイトカイン産生に関して、
表皮モデルでは IL-8 の産生が認められず、真皮層を有する full-thickness モデル
において培地中の IL-8が増加するとの報告 47, 48) があることから、培養皮膚モデ
ルは、第 1 編において化学物質の透過性や組織学的な構造がヒト皮膚に近似し
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入した。3-(4,5-dimethyltiazol-2-yl)-2,5- diphenyltetrazolium bromide（MTT）は、Sigma 
Chemical Co. Ltd.（St. Louis、Missouri）より購入した。その他の試薬は、特級、
HPLC用または試薬グレードのものをそのまま使用した。 
TESTSKINTM LSE-high（LSE-high）は、東洋紡株式会社（大阪）より購入し
た。Hos: Hr-1系雄性へアレスマウス（20-40 g）は、Hoshino Laboratory Animals
（埼玉）より購入した。Hartley 系雄性モルモット（300-450 g）は、Saitama 
Experimental Animal Laboratory（埼玉）より購入した。なお、動物実験は、城西
大学生命研究センターの倫理規定に従って実施した。ヒト試験は、SMOとして










モルモットおよびヘアレスマウスには、CPCの 1、5および 20% 生理食塩
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液溶液 100 μLをパッチテスト用絆創膏（スモールサイズ、直径 16 mm、鳥居薬
品株式会社、東京）にしみ込ませて適用した。モルモットの場合は、腹部ある
いは背部の intactまたは stripped skinにそれぞれ 4箇所ずつ適用し、そのうち 1
箇所はコントロールとして生理食塩液を適用した。へアレスマウスの場合は、
腹部あるいは背部の intactまたは stripped skinに 2箇所適用し、そのうち 1箇所
はコントロールとして生理食塩液を適用した。さらに粘着性伸縮包帯（エラス
トポア®、ニチバン株式会社、東京）で覆い適用部位を保護した。適用時間はモ
ルモットの場合 48 h、へアレスマウスの場合 24 hとした。 
LSE-high には、アッセイリングを装着した。アッセイリングは、片面にシ
リコンを薄く塗って組織中央に置き、ピンセットで軽く押さえて組織に密着さ
せた。アッセイトレイの各ウエルに、アッセイ培地を 1.2 mL 入れ、アッセイリ
ングを付けた LSE-highを気泡が入らないようにアッセイトレイに移した。 
Intact LSE-highには、CPCの 0.003、0.01、0.03、0.1、0.3および 1% 生理食
塩液溶液 80 μLを、stripped LSE-highには、CPCの 0.003、0.03、0.3および 1% 生
理食塩液溶液 80 μLを角層側のアッセイリング内に適用した。Controlには生理
食塩液を用いた。アッセイトレイ（Toyobo Co.、Ltd.）の真皮側にはアッセイ培
地（Toyobo Co.、Ltd.）を 1.2 mL入れ、アッセイリングを付けた LSE-highを気
泡が入らないようにアッセイトレイに移し、37ºC、5% CO2下で 24 hインキュベ
ートした。 
健康成人（1名）の上腕内側にCPCの生理食塩液溶液 30 μLを Finn Chamber®
（Epitest Ltd Oy、Tuusula、Finland）を用いて適用した。左腕には、0%（Control; 
生理食塩液、1ヶ所）、0.25%（2ヶ所）および 1%（2ヶ所）の CPC生理食塩液




た。適用部位は、さらに粘着性伸縮包帯 （Elastpore、Nichiban Co. Ltd.、東京）
で覆い保護した。適用時間は 48 h とした。被験物質剥離後に以下の判定基準
（Table 5）に従って皮膚刺激反応を判定した。 
 
 Table 5  本邦パッチテスト研究班による判定基準とその評点 
判定 評点 皮膚反応 
−  0 反応なし 
±  0.5 軽い紅斑 
+  1 紅斑 
+ +  2 紅斑＋浮腫 
+ + +  3 紅斑＋浮腫＋丘疹 または 小水疱 
+ + + +  4 大水疱 
 





を真皮側に適用して 37ºC、5% CO2下で 3 hインキュベートした。なお、MTT溶
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て、検出波長 570 nmで行った。 
へアレスマウスの場合、投与部位を精製水で湿らせた脱脂綿にて 4 回拭い
て、皮膚表面に残存する CPCを除去した。適用部位の皮膚を摘出し、生検パン






Viability (%) = OD570nm (sample) / OD570nm (saline) × 100   
















として n-nonyl p-hydroxybenzoateのアセトニトリル溶液（100 µg/mL）50 µL を
添加し、はさみにて mince（細切）した後、遠心分離（18,800×g、20min、4ºC）
し、その上清 20 µLを HPLCシステムに注入した。HPLCシステムおよび条件を
以下（Tables 6、7）に示す。 
Table 6  HPLC system for determination of CPC 
Pump LC-10ATvp 
Shimadzu co., Kyoto UV detector SPD-10Avp Auto injector SIL-10ADvp 
Degasser DGU-20A3 
Column Inertsil
® ODS-2  
4.6 mm×250 mm GL Sciences Inc., Tokyo 
Guard Column Cartridges Guard Column E Inertsil ODS-2 
Column oven CTO-10ASvp Shimadzu co., Kyoto 
Analysis software BORWIN Jasco, Tokyo 
 
Table 7  HPLC condition for determination of CPC 
Detection 258 nm 
Mobile phase 1.0 mL/min 
Flow rate Acetonitrile : 0.2 M sodium perchlorate = 8 : 2 
Column temp. 40ºC 
 
第2節 理論 










max                    (3) 
ここで、I は皮膚刺激度（MTT 試験における死細胞率; %）、Imax は最大皮膚刺
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ヘアレスマウスにおける CPC の適用濃度に対する死細胞率の関係を Figure 
13に、その時の皮膚中 CPC濃度を Figure 14に示す。死細胞率および皮膚中濃






Figure 13  Dead cell number after topical application to hairless mouse 
Symbols: ●, CPC application on intact abdominal skin; ▲, CPC application on intact dorsal skin; ○, 




















CPC applied conc. (%)
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Figure 14  Skin concentration of CPC after topical application to hairless mouse 
Symbols: ●, CPC application on intact abdominal skin; ▲, CPC application on intact dorsal skin; ○, 




























CPC applied conc. (%)




Figure 15  Relationship between percent of dead cell number by the MTT assay  
and skin concentration of CPC after topical application  
to hairless mouse 
Symbols: ○, 1% CPC application on intact abdominal skin (n=3); △, 5% CPC application on 
intact abdominal skin (n=3); □, 20% CPC application on intact abdominal skin (n=3); ●, 1% 
CPC application on stripped abdominal skin (n=3); ▲, 5% CPC application on stripped 
abdominal skin (n=3); ■, 20% CPC application on stripped abdominal skin (n=3); ○, 1% 
CPC application on intact dorsal skin (n=3); △, 5% CPC application on intact dorsal skin 
(n=2); □, 20% CPC application on intact dorsal skin (n=2); ●, 1% CPC application on 
stripped dorsal skin (n=3); ▲, 5% CPC application on stripped dorsal skin (n=2); ■, 20% 
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Figure 16  Dead cell number after topical application to guinea pig 
Symbols: ●, CPC application on intact abdominal skin; ▲, CPC application on intact dorsal skin; ○, 




Figure 17  Skin concentration of CPC after topical application to guinea pig 
Symbols: ●, CPC application on intact abdominal skin; ▲, CPC application on intact dorsal skin; ○, 








































CPC applied conc. (%)
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同様に、モルモットにおける CPC の適用濃度に対する死細胞率の関係を
Figure 16に、その時の皮膚中 CPC濃度を Figure 17に示す。ヘアレスマウスほど




（intact skinおよび stripped skin）や適用部位（腹部皮膚および背部皮膚）によら
ず、皮膚中 CPC濃度と死細胞率の関係を同一の曲線でほぼ表すことができた。 
 
Figure 18  Relationship between percent of dead cell number by the MTT assay  
and skin concentration of CPC after topical application  
to guinea pig 
Symbols: ○, 1% CPC application on intact abdominal skin (n=3); △, 5% CPC application on intact 
abdominal skin (n=3); □, 20% CPC application on intact abdominal skin (n=3); ●, 1% CPC application 
on stripped abdominal skin (n=3); ▲, 5% CPC application on stripped abdominal skin (n=3); ■, 20% 
CPC application on stripped abdominal skin (n=3); ○, 1% CPC application on intact dorsal skin (n=3); 
△, 5% CPC application on intact dorsal skin (n=3); □, 20% CPC application on intact dorsal skin (n=3), 
●, 1% CPC application on stripped dorsal skin (n=3); ▲, 5% CPC application on stripped dorsal skin 
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LSE-highにおける CPCの適用濃度に対する死細胞率の関係を Figure 19に、
その時の皮膚（組織）中 CPC濃度を Figure 20に示す。ヘアレスマウスおよびモ
ルモットと同様に、死細胞率と皮膚中濃度は intact skinに比べて stripped skinの
方が高値を示した。さらに、皮膚中 CPC濃度に対して死細胞率をプロットする





Figure 19  Dead cell number after topical application to LSE-high 


















CPC applied conc. (%)
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Figure 18  Skin concentration of CPC after topical application to LSE-high 
Symbols: ●, CPC application on intact LSE-high; ○, CPC application on stripped LSE-high. 
 
 
Figure 19  Relationship between percent of dead cell number by the MTT assay  
and tissue concentration of CPC after application to LSE-high 
Symbols: ○, 1% CPC application on intact LSE-high (n=3); ○, 0.3% CPC application on intact 
LSE-high (n=3); ○, 0.1% CPC application on intact LSE-high (n=3); ○, 0.03% CPC application on 
intact LSE-high (n=3); ○, 0.01% CPC application on intact LSE-high (n=3); ○, 0.003% CPC 
application on intact LSE-high (n=3); ●, 1% CPC application on stripped LSE-high (n=3); ●, 0.3% 
CPC application on stripped LSE-high (n=3); ●, 0.03% CPC application on stripped LSE-high (n=3); 












































れぞれ 78.3、78.9 および 83.5 とほぼ同様の値を示したが、IC50（mg/g）は、そ
れぞれ 1.5、2.4および 13.5とヘアレスマウスの方がモルモットに比べておよそ
6倍低い値を示し、LSE-highはモルモットに比べておよそ 9倍低い値を示した。
γは、それぞれ 1.5、3.1および 3.9と LSE-highのみ小さい値を示した。  
 
Table 8  Skin irritation parameters for CPC on MTT assay 
 LSE-high Hairless mouse Guinea pig 
Imax (%) 78.3 78.9 83.5 
IC50 (mg/g) 1.5 2.4 13.5 
γ 1.5 3.1 3.9 
 
ヒトに CPCを適用した際の結果（写真）を Figure 22に示した。また、判定
結果を Table 9に示した。Controlおよび 0.125% CPCの判定は－、0.25% CPCは
－または±、0.5% CPCは±、1% CPCでは＋であった。 
 
A)                            B) 
 
Figure 22  Skin reaction of area treated with CPC in human forearm 
A); left arm, a); for MTT assay, b) for measurement of CPC concentration in skin 
B); right arm. 
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Table 9   Determination of skin irritation after topical application of 0.25 and 1% CPC 
  to human forearm for 48 h 
Left arm 
CPC applied conc. 0% (Control) 1% 1% 0.25% 0.25% 
skin response － ＋ ＋ ± ± 
 
Right arm 
CPC applied conc. 0% (Control) 0.125% 0.25% 0.5% 1% 
skin response － － － ± ＋ 
 
この時の死細胞率と皮膚中 CPC濃度を Figure 23に示した。いずれも用量の
増加に応じて値が上昇した。適用濃度に対する死細胞率を Figure 24に示した。
なお、LSE-highの結果もあわせて示した。1% CPCを適用した際の死細胞率は、
ヒトと LSE-highで差はなかったが、0.25% についてはヒトの方が LSE-highより
も低く、約 1/3であった。Figure 25に皮膚中濃度と死細胞率の関係を示した。興
味深いことにヒトのデータは、ほぼ LSE-highの Emax曲線上にプロットされた。 
 
A)                                 B) 
 
Figure 23  Dead cell number (A) and skin concentration of CPC (B) after topical 
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Figure 24  Relationship between percent of dead cell number by the MTT assay and 
applied concentration of CPC in human skin or LSE-high 
●; 0.25 or 1% CPC application to human skin. 
●; CPC (0.003, 0.01, 0.03, 0.1, 0.3 and 1%) application to intact LSE-high. 




Figure 25  Relationship between percent of dead cell number by the MTT assay and 
tissue concentration of CPC in human skin or LSE-high 
●; 0.25 or 1% CPC application to human skin. 
●; CPC (0.003, 0.01, 0.03, 0.1, 0.3 and 1%) application to intact LSE-high. 


























































ルモットのいずれにおいても intact skinに比べて stripped skinによる結果が左に
シフトしている。すなわち、同じ適用濃度であっても stripped skinの方が intact 
skinよりも強い皮膚刺激性を示している。ここで、皮膚透過性のバリアである角
層を除去した stripped skinでは intact skinに比べて皮膚中の CPC濃度が高くなる











で差はなかった（LSE-high = へアレスマウス = モルモット）のに対して、IC50 は
LSE-high < へアレスマウス < モルモットの順となり、それぞれ異なる結果とな
った。つまり、最大の皮膚刺激の程度に差はないが、皮膚刺激を発現する濃度






















































動物はヘアレスマウスを用いた。なお、詳細は第 2編第 1章第 1節 1. 実験材料





第 2編第 1章第 1節 2. CPCの適用の項に準じて行った。なお、LSE-highの
場合は、CPC 生理食塩液溶液の適用濃度を 1%とし、インキュベート時間は、
LSE-highは、1、2、4、6、8、16および 24 h、stripped LSE-highは、1、2、4、8、
16および 24 hとした。また、ヘアレスマウスには、CPCの 20%生理食塩液溶液
を適用し、適用時間は intact skinの場合、1、2、4、6、12および 24 h、stripped skin 
の場合は、1、2、4、8および 24 hとした。適用部位は腹部の左右 2箇所とし、
そのうち 1箇所は controlとして生理食塩液を適用した。 
 
3. MTT assay 
第 2編第 1章第 1節 3. MTT assayの項に準じて行った。 
 
4. 皮膚中 CPC濃度の測定 
第 2編第 1章第 1節 4. HPLCによる皮膚中濃度の測定の項に準じて行った。 
 
5. 皮内コハク酸脱水素酵素の観察 
ヘアレスマウスの腹部に 20% CPCおよび生理食塩液（control）を 24 h適用
し、適用部位の皮膚を摘出した。皮膚試料は、包埋剤（O.C.T. Compound、
Tissue-Tek® 4583、Sakura Finetechnical Co. Ltd.、Tokyo）に包埋し、ドライアイス
で冷却したイソペンタン中に浸漬して凍結した。クリオスタットを用いて 10 µm
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の切片を作成した。Sodium Succinate 750 mg、nitro blue tetrazolium chloride 75 mg






6. TERの測定および Dye Binding Test 
CPCをヘアレスマウス腹部に 2、4、6および 24 h適用後、皮膚を摘出しデ
ィフュージョンチャンバーにセットした。ドナーおよびレシーバーセルには 150 
mM硫酸マグネシウム溶液を入れ、電気抵抗（transepithelial electric resistance; TER）
値を測定した（Epithelial Tissue Voltohmmeter、World Precision Instruments、LTD）。
電気抵抗値を測定後、ドナーセルの硫酸マグネシウム溶液を除去し、10% 
Sulforhodamine B（Acid Red 52）水溶液を 500 µL適用した。室温にて 2 h放置後、
Sulforhodamine B溶液を除去し、皮膚表面の余分な色素を精製水にて洗い流した。
皮膚試料は、直径 8 mmに打ち抜いて試験管に入れ。メタノール 2 mLを加えて
一晩放置し、皮膚中の Sulforhodamine B を抽出した。抽出液は分光光度計
（UV-160A、Shimadzu、Kyoto、Japan）にて 565 nmの吸光度を測定した。 
 
第2節 理論 
皮膚刺激の速度論的解析は、Sugibayashi らの方法 50) に従った。すなわち、
皮膚の生細胞率（%）は皮膚表面に皮膚刺激物質を適用した後、適用濃度が一定





1. Intact skinにおける皮膚刺激反応 
Intact skinにおける皮膚刺激反応を以下の 2つの式で表した。 
 
0 ≤ t < Tのとき 
( ) ( ) ∞∞ +⋅−⋅−= VtkVV 1exp100                  (4) 
 
t ≥ Tのとき 
( ) ( ) ( )( ) ∞∞ +−−⋅⋅−⋅−= VTtkTkVV 21 expexp100   (5) 
 





2. Stripped skinにおける皮膚刺激反応 
角層を剥離した stripped skinにおける皮膚刺激反応を以下の式で表した。 
 
( ) ( ) ∞∞ +⋅−⋅−= VtkVV ssexp100                (6) 
 
ここで、kssは stripped skinにおける一次刺激速度定数である。 
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第3節 結果 








Figure 26  Time course of the viability (%) of intact and stripped LSE-high 
after application of 1% CPC to LSE-high. 
Symbols: (○), intact skin; (●), stripped skin. 
Lines show theoretical values. 
Each value represents the mean ± S.D. (n=3-7). 
 
このときの組織（LSE-high）中 CPC濃度の時間推移を Figure 27に示す。組
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加し、4 h以降ほぼ一定となった。 
Figure 28にヘアレスマウスにおける 20% CPC適用後の時間に対する生細胞
率および理論曲線を示す。生細胞率の時間推移は、LSE-highと同様に intact skin
では変曲点を有する二相性を示し、stripped skinでは一相性を示した。一方、皮
膚中 CPC濃度（Figure 29）は stripped skin において 8 h以降一定となったが、intact 
skinでは 24 hまで増加しつづけた。 
 
 
Figure 27  Time course of skin concentration of CPC after application  
of 1% CPC to LSE-high.  
Symbols: (○), intact skin; (●), stripped skin.   
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 Figure 28  Time course of the viability (%) of intact and stripped hairless mouse skin  
after topical application of 20% CPC to hairless mouse.   
Symbols: (○), intact skin; (●), stripped skin.  
Lines show theoretical values.   
Each value represents the mean ± S.D. (n=3-7). 
 
 
Figure 29  Time course of skin concentration of CPC after topical application  
of 20% CPC to hairless mouse.   
Symbols: (○), intact skin; (●), stripped skin.   
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カーブフィッティングによって得られた各パラメータを Table 10 に示す。
LSE-highとヘアレスマウスの k1は、それぞれ 0.032および 0.091 h-1とヘアレス
マウスが LSE-highの約 2.8倍であった。k2については、LSE-high とヘアレスマ
ウスでそれぞれ 0.097および 0.204とヘアレスマウスがLSE-highの 3.1倍であり、
kssについては LSE-highとヘアレスマウスでそれぞれ 0.296および 0.494 h-1とヘ
アレスマウスが LSE-highの 2.4倍であった。 
 
Table 10  Kinetic parameters for the viability decrease in LSE-high and hairless mouse 
skin after application of CPC. 
 LSE-high hairless mouse 
 intact stripped intact stripped 
CPC conc. 1% 1% 20% 20% 
k1 (h-1) 0.032  0.091  
T (h) 3.21  2.38  
k2 (h-1) 0.097  0.204  
kss (h-1)  0.296  0.494 
V∞ (%) 10.8 17.0 30.8 25.6 
 
 
MTT 適用後の皮膚試料について凍結切片を作成して観察した結果を Figure 
30 に示す。皮膚全体にホルマザンの紫色が観察されたが、その色調は薄く、皮
膚刺激として観察するには十分でなかった。 
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 Figure 31  Enzyme histochemical analysis for succinate dehydrogenase activity 
in mouse skin. 
a); an application site of physiological saline as control. 





Figure 32  Distribution of MTT-formazan in epidermis and dermis after topical 
application of 20% CPC for 24 h to hairless mouse 
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Figure 33に TER（電気抵抗値）の経時的変化を、Figure 34に dye binding test
における皮膚中の色素量を示す。CPC 適用後のヘアレスマウス皮膚の電気抵抗
値は、適用 4 h後にほぼ最低となり、それ以降一定の値であった。また、皮膚中





Figure 33  Time course of transepidermal electrical resistance after topical 
application 
 of 20% CPC to hairless mouse 
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 Figure 34  Result of dye binding test; time course of dye content after application 
of 20% CPC to hairless mouse 
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Emaxモデルに従う反応では、ある濃度を超えると反応は頭打ちとなる（Emax：第
2 編第 1 章では Imaxと表記）。つまり、この濃度域では、反応速度は一定となる
ため、生細胞率の減少を 1 次反応で表わすことができると考えた。本研究にお
いて、LSE-high（in vitro）およびヘアレスマウス（in vivo）の intact skinにおけ
る CPC適用後の経時的な生細胞率の減少は、変曲点を有する二相性を示した。















度勾配が生じる。本研究では、皮膚刺激性評価の指標として MTT assay を用い
た。この方法の原理は、生細胞中のコハク酸脱水素酵素の活性に基づいている。














の皮膚透過性の違いが原因であると考えられた。第 1 編第 1 章において、ヒト
皮膚と LSE-highにおける化学物質の透過（log P）は、傾きがほぼ 1.0の良好な
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皮膚中濃度は LSE-highの方が高値であったことから、単純に皮膚透過性の違い


























を用いたMTT試験による死細胞率の結果が相関することを報告している 53) 。 
その際の関係式は、 
Darize score = 2.820 × 10-2・% fraction of dead cell number + 1.272 
であった。相関係数も 0.986と良好な相関を示しているが、関係式の y切片は、












炎症反応の初期には IL-1α や TNF-α などが産生され、さらに炎症反応が進
むにつれて種々の炎症性メディエータが放出されてサイトカインカスケードが
形成される。本研究では、炎症性サイトカインとして IL-1α および IL-6 に加え




の相同物は存在しないため、ヒト IL-8 の機能性相同物である MIP-2（mouse 









第 2編第 1章第 1節 2. CPCの適用の項に準じて行った。なお、LSE-highの
場合は、CPC の適用濃度を 0.01、0.03、0.1、0.3 および 1%とした。培地中のサ
イトカインの測定では、2、4、6、8および 24 hに培地を交換した。組織中サイ
トカインおよび CPC濃度の測定では、適用時間を 4、8および 24 hとした。ま





用いて直径 8 mmに打ち抜いた。重量を測定した後、0.1% Tween 20含有 PBS





LSE-highは、MTT assayに供する場合には、第 2編第 1章第 1節 3．MTT assay
の項に準じて行った。組織中サイトカインを測定する場合は、直径 8 mmに打ち




4. MTT assay（LSE-high） 
第 2編第 1章第 1節 3．MTT assayの項に準じて行った。 
 
5. HPLCによる組織中 CPC濃度の測定 
第 2編第 1章第 1節 4. HPLCによる皮膚中濃度の測定の項に準じて行った。
ただし、HPLCシステムは以下のものを使用し（Table 11）、Table7と同じ測定条
件とした。 
Table 11  HPLC system and condition for determination of CPC 
HPLC system: Alliance HPLC System 
Nihon Waters K.K., Tokyo 
Separations Module: 2695 
Dual Wavelength Absorbance Detector: 2487 
Analysis software: Empower 
Column: Inertsil
® ODS-2  
4.6 mm×250 mm 
GL Sciences Inc., Tokyo 
Guard Column: Cartridges Guard Column E  Inertsil® ODS-2 
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6. サイトカインの測定 








ヘアレスマウス皮膚は、重量測定後、0.1% Tween 20含有 PBS（pH 7.4）を
10 倍容加え、はさみにて mince（細切）した。60 秒間超音波処理した後、遠心
分離（13,000×g、5 min、4ºC）し、上清を希釈液（Assay Diluent）にて適宜希釈





ヘアレスマウスに 20% CPC を適用した際の皮膚中 IL-1α、IL-6 および












Figure 35  Time course of cytokines concentration in the skin 
after topical application of 20% CPC to hairless mice 
Each value represents the mean ± SD (n=3). 
 
Figure 36に 1、5および 20% CPC適用後 12および 24 hの皮膚中サイト
カイン濃度を示す。なお、1および 5% CPC適用後 24 hの IL-1αについては測
定を実施しなかった。皮膚中の IL-1α濃度は、適用 12 hにおいて用量に応じて
減少した。また、20% CPCを適用した際の皮膚中 IL-1α濃度は 12および 24 h
で同程度であった。IL-6は、12 hでは 1、5および 20%でほぼ一定の値を示し
たのに対し、24 hでは 1、5および 20%のうち 5%の時が最も高く、bell-shape
となった。MIP-2では、いずれの適用濃度においても 12 hの方が 24 hよりも
高かったが、12および 24 hともに 5%のときが最も高く bell-shapeを示した。
このときの皮膚中 CPC濃度を Figure 37に示す。CPCの皮膚中濃度は 12およ







































































Figure 36  Dose dependency of IL-1α，IL-6 and MIP-2 concentration in hairless mouse 
 skin after topical application of 1, 5 and 20% CPC for 12 and 24 h 
Symbols: ■; 12 h, □; 24 h 
IL-1α when 1 and 5%CPC was applied was not measured. 
Each value represents the mean ± SD (n=3). 
NA: not applicable 
 
 
Figure 37  Skin concentration of CPC for 12 and 24 h after topical application 
of 1, 5 and 20% CPC to hairless mouse 
Symbols: ■ and ●; 12 h, □ and ○; 24 h 
Each value represents the mean ± SD (n=3). 
 
2. CPCによる細胞毒性 
LSE-highに 0.01、0.03、0.1、0.3および 1% CPC を 24 h適用後、MTT試験
により評価した皮膚刺激性、すなわち死細胞率（%）と CPC の適用濃度の関係





























































































IL-1α IL-6 MIP-2 
NA NA 





Figure 38  Dose response of dead cell number (%) of LSE-high  
after CPC application for 24 h 
Each value represents the mean ± SD (n=3). 
 
3. 組織中 CPC濃度 
LSE-highに 0.01、0.03、0.1、0.3および 1% CPCを 24 h適用した後の組織
（LSE-high）中 CPC濃度を Figure 39に示す。組織中 CPC濃度は、適用した CPC
の濃度に応じて直線的に増加した。 
 
Figure 39  Dose response of CPC concentration in LSE-high 
after CPC application for 24 h 
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 Figure 40  Time course of skin concentration of CPC after application  
of CPC to LSE-high 
Symbols: (○) 1% CPC; (■) 0.3% CPC; (▲) 0.03% CPC 
Each value represents the mean ± SD (n=3). 
 
LSE-highに 0.03、0.3および 1% CPCを適用した後の組織中 CPC濃度推移
を Figure 40に示す。1% CPCを適用した際の組織中 CPC濃度は、適用直後より




LSE-highに 0.03、0.3および 1% CPCを適用した後の生細胞率（%）の対数
値の時間推移を Figure 41に示す。0.03% CPCでは、適用後 24 hまで生細胞率は
一定であり、ほぼ 100%であった。0.3% CPCでは、1% CPCと同様に変曲点を持
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 Figure 41  Time course of the viability (%) of LSE-high 
after application of CPC to LSE-high 
Symbols: (○) 1% CPC for intact LSE-high; (▲) 0.3% CPC for intact LSE-high;  
(●) 0.03% CPC for intact LSE-high; (□) 1% CPC for stripped LSE-high. 
Each value represents the mean ± SD (n=3). 
 
5. 死細胞率（%）と CPCの組織中濃度の関係 
死細胞率（%）と CPCの組織中濃度の関係を Figure 42に示す。適用濃度と




Figure 42  Relationship between CPC concentration in LSE-high and dead cell  
number (%) of LSE-high after CPC application for 24 h 
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6. CPC適用後のサイトカイン産生 
LSE-highに 0.01、0.03、0.1、0.3および 1% CPCを 24 h適用した後の IL-1α、
IL-6および IL-8の累積産生量をそれぞれ Figure 43、Figure 44および Figure 45
に示す。コントロール（saline）群においても経時的なサイトカインの産生が認
められたが、適用した CPC濃度の増加に伴いサイトカイン産生量は増加した。 
各時間間隔における IL-1α、IL-6および IL-8の産生速度をそれぞれFigure 46、
Figure 47および Figure 48に示す。各時間間隔における産生速度は、ばらつきは




Figure 43  Cumulative release amount of IL-1α after CPC application to LSE-high 
Symbols: (○) saline (control); (□) 0.01% CPC; (∆) 0.03% CPC;  
(■) 0.1% CPC; (▲) 0.3% CPC, (●) 1% CPC. 
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 Figure 44  Cumulative release amount of IL-6 after CPC application to LSE-high 
Symbols: (○) saline (control); (□) 0.01% CPC; (∆) 0.03% CPC;  
(■) 0.1% CPC; (▲) 0.3% CPC; (●) 1% CPC. 






Figure 45  Cumulative release amount of IL-8 after CPC application to LSE-high 
Symbols: (○) saline (control); (□) 0.01% CPC; (∆) 0.03% CPC; 
(■) 0.1% CPC; (▲) 0.3% CPC; (●) 1% CPC. 
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 Figure 46  Release rate of IL-1α after CPC application to LSE-high 
Symbols: (  ) saline (control); (  ) 0.01% CPC; (  ) 0.03% CPC; 
(  ) 0.1% CPC; (  ) 0.3% CPC; (  ) 1% CPC. 






Figure 47  Release rate of IL-6 after CPC application to LSE-high 
Symbols: (  ) saline (control); (  ) 0.01% CPC; (  ) 0.03% CPC; 
(  ) 0.1% CPC; (  ) 0.3% CPC; (  ) 1% CPC. 
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 Figure 48  Release rate of IL-8 after CPC application to LSE-high 
Symbols: (  ) saline (control); (  ) 0.01% CPC; (  ) 0.03% CPC; 
(  ) 0.1% CPC; (  ) 0.3% CPC; (  ) 1% CPC. 




LSE-highに 0.01、0.03、0.1、0.3および 1% CPCを 24 h適用した後の組織中
サイトカイン濃度を Figure 49に示す。0.03% CPC適用した際の組織中サイトカ
イン濃度は、saline（control）群と同様の推移を示した。0.3%以上で組織中の IL-1α
は経時的に減少し、1%では顕著に減少した。IL-6は、0.3%では緩やかに減少し
たが 1%では適用 24 h後に顕著に増加した。また、IL-8では controlおよび 0.03%
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IL-1α                   IL-6             IL-8 
 
Figure 49  Time course of skin concentration of IL-1α, IL-6 and IL-8 
after application of CPC solution to LSE-high 
Symbols: (○) application of saline (control); (∆) application of 0.03% CPC; 
(▲) application of 0.3% CPC, (●) application of 1% CPC. 
Left column; IL-1α, middle column; IL-6, Right column; IL-8. 
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症性サイトカインである IL-1αおよび IL-6に加えてケモカインである IL-8に着
目し、それらの時間推移を観察した。なお、マウスにおいてヒト IL-8の相同物
は存在しないため、代わりに MIP-2 を測定した。MIP-2 は、ヒト IL-8 の機能
性相同物であり、ヒト IL-8と同様に強力な好中球走化活性を提示して組織損傷
などに応じて好中球を集めるのに重要なメディエータと考えられている 54, 55) 。 
IL-1α は、炎症反応の引き金となる重要な炎症性メディエータの一つ 56) で
ある。また、 IL-1α は表皮中のケラチノサイトにおいて細胞質中あるいは膜結
合型として貯留されており、細胞や膜の傷害によって放出される 57) 。さらに、
ケラチノサイト表面にある I型の IL-1αレセプターへ結合することで IL-6や IL-8
といった炎症性サイトカインを産生するだけでなく IL-1α 自身の発現を誘導す





および TNF-αなどの刺激によって IL-8を産生することが知られている 60) 。IL-8
は、C-X-Cクラスに属するケモカイン 61) であり、好中球の浸潤に強く関与して
いる 62) 。Bernhofer らは、培養皮膚を用いた種々の洗顔クリームの皮膚刺激性
評価において、表皮モデルを用いた場合には IL-8の産生は認められなかったが、
フィブロブラストの存在下、すなわち、full-thicknessモデルによる検討では培地
中の IL-8が増加することを報告している 47, 48) 。また、Coquetteらは培養皮膚モ
デルの SkinEthicを用いた皮膚刺激性試験において IL-8の産生を報告 63) してお
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して角層を膨潤させ 65) 、角層のバリア機能を低下させる 66) 。これは、界面活
性剤による薬物の経皮吸収促進メカニズムの一つであると考えられる。さらに、
イオン性界面活性剤は、細胞膜を破壊し、結果として細胞質を細胞外へ放出す
る 67, 68) 。一方、MTT試験は細胞内ミトコンドリアのコハク酸脱水素酵素活性の
測定による細胞毒性試験であり、上記の皮膚刺激のメカニズムを考慮すると、
細胞内あるいは培地中の IL-1α 量と相関性を示すことが予想される。実際に、
LSE-high を用いた本検討において、組織中の CPC 濃度の増加に応じて組織内
IL-1α量は減少し、MTT試験による生細胞数の減少と同様の挙動を示している。
しかしながら、産生されるサイトカインを測定したこれまでの報告の多くは、
MTT 試験や Draize試験の結果と相関しない。これは、Draize試験や MTT試験
が刺激物質を適用してから十分に時間が経過した後の最終的な値で評価するた
めと推定される。本検討において、CPC 適用直後、すなわち炎症反応の初期に
おいて、まず IL-1αが産生（放出）され、次いで IL-6および IL-8が産生される
ことが示唆されたが、皮膚中の CPC濃度と各サイトカイン濃度の明確な相関は
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得られていない。ヘアレスマウスにおいて皮膚中の各サイトカイン濃度は、CPC
適用後 12 hから 24 hに減少あるいは頭打ちが観察され、用量依存性に関しては




























































 97 / 115 
 
る表皮モデルに大別される。本研究では、培養皮膚モデルのうち表皮／真皮モ
デルとして LSE-high および Vitrolife-skin を、表皮モデルとして EpiDerm、 
LabCyte EPI-model、Neoderm-E および Episkinを選択し、同程度の分子量で異な
る脂溶性を示す 7種類の化学物質（アンチピリン: ANP、カフェイン: CAF、ア
ミノピリン: AMP、安息香酸: BA、硝酸イソソルビド: ISDN、一硝酸イソソルビ




ヒト皮膚における各化学物質の log P は、log Ko/wの増加に応じて増加した。
それに対して培養皮膚モデルでは、LSE-high および Epiderm における各化学物
質の log P は、log Ko/wの増加に応じて増加したが、Vitrolife-skinおよびNeoderm-E
では、log Ko/w に依存せず、log P の値はほぼ一定であった。さらに、LabCyte 
EPI-modelおよび Episkinにおいては、log Ko/wと log Pの間に法則性は見出せな
かった。ヒト皮膚と培養皮膚モデルにおける log Pの相関について、Epidermに




Neoderm-E、LabCyte EPI-model および Episkin）では、ヒト皮膚との間に log P
に関する相関は認められなかった。 
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202.0Log022.1Log −⋅= EpiDermhuman PP （r=0.9401、p<0.05） 
228.1Log992.0Log −⋅= −highLSEhuman PP （r=0.9401、p<0.05） 
871.7Log929.2Log −⋅= −skinVitrolifehuman PP （r=0.8035、p˃0.05） 
32.2Log688.1Log +⋅= −ENeodermhuman PP （r=0.8162、p˃0.05） 
759.0Log937.0Log mod −⋅= − elLabCyteEPIhuman PP （r=0.3894、p˃0.05） 
























養皮膚モデル（13.2 ~ 89.0 µm）の方が厚く、一方、生きた表皮については、ヒ
































た。一方、LabCyte EPI modelおよび Vitrolife Skinでは、生きた表皮だけでなく、
角層においても高い蛍光強度が観察された。 
組織学的観察により、今回検討に用いた 6種類の培養皮膚モデル（Lse-high、















培養皮膚モデルを用いた in vitro皮膚刺激性で用いられる MTT試験により評価
した。 
ヘアレスマウスにおいてMTT試験により評価した皮膚刺激性、すなわち死





度に対しては、皮膚の状態（intact skinおよび stripped skin）や適用部位（腹部皮
膚および背部皮膚）によらず同一の曲線上にプロットされた。 
LSE-high（in vitro）においてもモルモットおよびヘアレスマウス（in vivo）
と同様に、皮膚中 CPC濃度に対しては、intact skinおよび stripped skinによらず
一つの曲線で表すことができた。 





ぞれ 1.5、2.4 および 13.5 とヘアレスマウスの方がモルモットに比べておよそ 6
倍低い値を示し、LSE-highはモルモットに比べておよそ 9倍低い値を示した。γ
は、それぞれ 1.5、3.1および 3.9と LSE-highのみ小さい値を示した。 
ヒト（in vivo）に 1% CPCを適用した際の死細胞率は、LSE-highと同程度で
あったが、0.25% CPCの場合の死細胞率は、ヒトの方が LSE-highよりも低く、




ウスおよびモルモットのいずれも intact skinに比べて stripped skinによる結果が
左にシフトしたが、死細胞率を皮膚中 CPC濃度に対してプロットした場合では、
LSE-high、へアレスマウスおよびモルモットでそれぞれ異なる曲線を示すものの、




3種で差はなかった（LSE-high = へアレスマウス = モルモット）ものの、IC50
は LSE-high < へアレスマウス < モルモットの順となりそれぞれ異なる結果と
なった。したがって、最終的な皮膚刺激の程度には差がないが、皮膚刺激を発




























膚モデルである LSE-high（in vitro）とヘアレスマウス（in vivo）の結果を比較し
た。 
CPC（1%）を intact LSE-highおよび stripped LSE-highに適用した後の生細
胞率の時間推移は、LSE-high（intact skin）では変曲点が観察され、遅い相（k1）




0 ≤ t < Tのとき 
( ) ( ) ∞∞ +⋅−⋅−= VtkVV 1exp100                  
t ≥ Tのとき 
( ) ( ) ( )( ) ∞∞ +−−⋅⋅−⋅−= VTtkTkVV 21 expexp100    
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( ) ( ) ∞∞ +⋅−⋅−= VtkVV ssexp100             
 
ここで、kssは stripped skinにおける一次刺激速度定数である。 
 
このときの組織（LSE-high）中 CPC濃度は、intact LSE-highおよび stripped 
LSE-highともに適用後徐々に増加し、4 h以降ほぼ一定となった。同様にヘアレ
スマウスに 20% CPCを適用した後の生細胞率の時間推移は、intact skinでは変曲
点を有する二相性を示し、stripped skinでは一相性を示した。皮膚中 CPC濃度に
ついては、stripped skin において 8 h以降一定となったが、intact skinでは 24 h
まで増加しつづけた。生細胞率の時間推移における各速度定数（k1、k2および kss）
は、いずれもヘアレスマウスが LSE-highの 2倍以上高い値を示した。 
凍結標本を用いてミトコンドリアの marker enzyme であるコハク酸脱水素
酵素活性を切片上で検出した際には、その酵素活性を示す紫色（ホルマザン）
が、Control群に比べて CPC投与群において薄く、表皮において顕著であった。  
















0.03、0.1、0.3および1% CPCでそれぞれ0.208 ± 0.063、0.490 ± 0.052、2.72 ± 
0.531、6.34 ± 2.80および25.6 ± 0.599 mg/gであった。また、組織中CPC濃度
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